新規エフェクタータンパク質RIHFによるイネ免疫反応誘導機構の解析 by 蔡 晃植
1 
 
新規エフェクタータンパク質 RIHF による 
イネ免疫反応誘導機構の解析 
 










 植物病原性細菌 Acidovorax avenae N1141菌株は自身が持つ Type III 分泌装置を介してイネ細胞内に
RHIF（Rice HR cell death Induction Factor）というタンパク質を分泌することで過敏感細胞死 (HR cell 
death) という植物免疫反応を誘導する。RHIFによる植物免疫反応の誘導機構を分子レベルで明らかに








 これまでの我々の研究で、植物病原性細菌 Acidovorax avenae のイネ非病原性 N1141菌株は Type III
分泌装置 1)を介してイネ細胞内にエフェクタータンパク質を分泌することにより過敏感細胞死 2)を誘導
することが明らかになっている 3）。このような N1141菌株が持つ HR細胞死誘導に関与するエフェク
ターを同定するため、トランスポゾン挿入 N1141変異株ライブラリーを作製し、これらの中から HR






１．２ 酵母 Two-hybrid法を用いた RHIFと相互作用するタンパク質の選抜 
 RHIFと相互作用するイネのタンパク質を選抜するために、まず N1141菌株のゲノムをテンプレート
として、両末端に Nde I サイトを付加した In-Fusion用プライマーセットを用い、RHIF 遺伝子の全長を
PCRで増幅させ、In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech) を用いて Nde I で処理した pGBKT7 とライゲー
ションすることで、RHIF 遺伝子全長を組み込んだ Baitベクターである RHIF/pGBKT7 を作製した。酵
母 Two-hybrid法に用いる Preyとしては、イネに N1141菌株を接種したイネから抽出した mRNAを用
いて作製したイネの cDNA ライブラリーを用いた。このように作製した Baitベクターと Preyベクター
を用いて酵母 Two-hybridスクリーニングを行ったところ、Cinnamyl alcohol dehydrogenase (RIP1：RHIF 
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-interacting protein 1)、Probable carboxylesterase 15 (RIP2)、Pyruvate decarboxylase 1 (RIP3)と相互作用する
ことが示された。 
 
１．３ BiFC法による RHIFとのイネ細胞内での相互作用確認 
 イネ細胞内における、RHIF全長と RIP1、RIP2、RIP3の全長との相互作用について BiFC法で調べる
ことにした。まず、RHIFタンパク質がイネ細胞内のどこに局在しているのかを調べるため、RHIFの









ことから RIP1-Venus はイネプロトプラストの細胞質に、RIP3-Venus はイネプロトプラストの核と細胞
質に局在することが示された。 
RHIFと RIP1、RIP2、RIP3の細胞内局在が明らかになったので、BiFC 法を用いたイネ細胞内での相







VN/pBI221 と RIP3-VC/pBI221 を導入し
たイネプロトプラストでは核と細胞質
で蛍光が観察された (Fig. 1)。一方、



















 植物病原性細菌 Acidovorax avenae のイネ非病原性 N1141菌株がイネ細胞内に分泌する RHIFと相互









２．２ 各欠損株作成用ベクターの作製と Agrobacterium への導入 
ソフトウェア CRISPRdirectにより各遺伝子の gRNA配列を設計した結果、RIP1遺伝子は 57と 58、


















イネの金南風品種 (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Kinmaze) の種子から米殻を取り除き、超純水で 3
回洗い、さらに 70％エタノール中で 3 min振盪することでイネ種子表面の親水処理を行った後、1％次
亜塩素酸ナトリウムに浸し、1時間除菌を行った。このイネ種子を胚が上向きになるように 2N6培地
に乗せ、30℃、連続光下 (40 µmol m-2 s-1) で 4週間静置培養し、Agrobacterium による感染 3日前に前
培養培地に移した。 










ここに上記で調整したアグロバクテリウム感染液体培地を 5~6 ml加え軽く攪拌し、5 min、室温で静置
した後、カルスを濾紙の敷いたシャーレに移し、培地を取り除き、感染固体培地に移し遮光下、22℃で
3日間静置培養した。感染から 3日後のカルスを 50 mlチューブに移し、クラフォランの濃度が 250 
µl/ml になるように調製した溶液で数回洗浄した後、カルスを濾紙に敷いたシャーレに移し、滅菌水を
取り除いた後、細かくほぐしながら一次選抜培地に移し、連続光下、30℃で 3週間静置培養した。一次
選抜培地上で生育してきたカルスを二次選抜培地に移し、連続光下 (40 µmol m-2 s-1)、30℃で 2週間静
置培養した後、新しい二次選抜培地に移し、同条件で 2週間さらに静置培養した。生育してきた形質






Zero Blunt PCR Cloning Kitを用いてクローニングし、それぞれのインサート配列を解析することで、
RIP 遺伝子の変異の有無を調べた。その結果、RIP1についてはクローニングできた 10個体のうち変異
が認められたのは 2個体だった。そこで、この 2個体をそれぞれ RIP1-2、RIP1-9と名付けた。配列解
析の結果、RIP1-2、RIP1-9は 57番































165番目で終止コドンが出現する。また、RIP2-7からは 145番目に T の 1塩基挿入、143番目に 2塩基
欠損、136番目に 9塩基欠損の 3種類の配列が得られた (Fig. 3)。1塩基挿入の場合、フレームシフト
が起こり、1173番目の塩基で終止コドンが出現し、2塩基欠損した場合は 1170番目で終止コドンが出
現する。RIP3についてはクローニングできた 3個体のうち全てに変異が認められたので、この 3個体
をそれぞれ RIP3-1、RIP3-2、RIP3-3と名付けた。配列解析の結果、RIP3-1からは 27番目に 3塩基欠
損、29番目に A の 1塩基挿入の 2種類の配列が得られた (Fig. 3)。RIP3-2からは 29番目に T の 1塩基
挿入と A の 1塩基挿入の二種類の配列が得られ、両方の対立遺伝子に異なる塩基が挿入された変異体
であることが示された (Fig. 3)。RIP3-3からは野生型遺伝子の配列と、18番目に 15塩基欠失、29番目
の 1塩基挿入の 3種類の配列が得られた (Fig. 3)。1塩基挿入体では、フレームシフトが起こり、270
番目の塩基で終止コドンが出現する。以上のように、作製した形質転換体ではそれぞれターゲットと





名付けたタンパク質を同定した。RHIF と相互作用する領域は、RIP1は全長 380アミノ酸残基の中で C
末端側 143アミノ酸残基、RIP2では全長 350アミノ酸残基の中で、Alpha/beta hydrolase fold domain の




今回、我々が構築したイネ用の CRISPR/Cas9法を用いたゲノム編集法によって RIP1、RIP2、RIP3 の
欠損株作製を試みたところ、各遺伝子に変異が導入された変異体がそれぞれ得られた。イネのゲノムに
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